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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein
extrakorporales Blut- oder Plasméareinigungssystem und
ebenso auf adsorbierende Partikel, die eine spezifische
Adsorption von Blutplasmakomponenten ermdglichen,
welche bedeutende Faktoren in der Pathogenese einer
schweren Sepsis und eines septischen Schocks sind,
sowie auf die Verwendung davon.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Der Begriff "Sepsis" beschreibt ein Spektrum
klinischer Symptome, die durch eine heftige und fehlge-
steuerte systemische Immunreaktion des Korpers auf ei-
ne Infektion verursacht werden. Eine Diagnose ist in kli-
nischer Hinsicht schwierig, und die Behandlungsmég-
lichkeiten sind eingeschrankt. Der klinische Ausbruch
kann Fieber oder Hypothermie, geistige Verwirrung, Ta-
chykardie, eine voriibergehende Hypotonie, eine vermin-
derte Urinausscheidung und eine unerklarliche Throm-
bozytenverminderung, eine erhdhte oder verringerte
Leukozytenzahl und eine rasche Atmung umfassen (sie-
he Annane et al. 2005). AnschlieRend kdnnen sich Ge-
rinnungsanomalien und eine schwere Hypotonie entwik-
keln, was zu einem Organversagen fiihrt (Cohen 2002,
Hotchkiss und Karl 2003).

[0003] In der internationalen Definition kommt es zu
einer schweren Sepsis, wenn eine Sepsis in Verbindung
mit Problemen bei einem oder mehreren der lebenswich-
tigen Organe auftritt. Ein septischer Schock tritt auf, wenn
eine schwere Sepsis durch einen niedrigen Blutdruck,
der nicht auf eine Standardbehandlung anspricht, er-
schwert wird (Annane et al. 2005). Die Sterblichkeitsrate
betragt 30-50%, abhangig von der Schwere der Sepsis
und trotz Behandlung in einer Intensivstation (ICU). Die
Haufigkeit des Auftretens wird auf 750.000 Patienten mit
jahrlich 215.000 Todesfallen geschatzt (Angus et al.
2001), wodurch dies zur zehnthaufigsten Todesursache
in den Vereinigten Staaten wird. (Hoyertetal. 1999). Eine
jingste Analyse der Epidemiologie der Sepsisinden Ver-
einigten Staaten zeigte, dass das Auftreten von Sepsis
und die Anzahl der mit Sepsis zusammenhangenden To-
desfélle zunimmt (Martin et al. 2003). Innerhalb der eu-
ropaischen Union sterben jedes Jahr mehr als 100.000
Personen an schwerer Sepsis und septischem Schock
(Davies et al. 2001). Somit ist die Sepsis ein grofRes Pro-
blem der Medizin und Gesundheitsvorsorge.

[0004] Bei einer Sepsis kann in etwa der Halfte der
Falle eine mikrobiologische Diagnose erstellt werden;
auf gramnegative Bakterien entfallen 30-40% der Falle
und auf grampositive etwa 50%, wobei es sich beim Rest
um polymikrobielle Infektionen und Pilzinfektionen han-
delt (Alberti et al. 2002, Angus et al. 2001, Annane et al.
2005, Martin et al. 2003). Bei der gramnegativen Sepsis
sind Infektionen exogenen Ursprungs, wie z.B. eine Me-
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ningokokkensepsis, in der Minderzahl. Endogene Infek-
tionen, die von Organismen verursacht werden, welche
von der korpereigenen Flora des Patienten stammen,
wie z.B. E. coli und Mitglieder der Enterobacteriaceae-
Familie, machen die meisten Falle einer gramnegativen
Sepsis aus (Papasian und Morrison 2002). Auerdem
kann auch bei einer grampositiven Bakteriamie haufig
eine Endotoxamie nachgewiesen werden (Annane et al.
2005).

[0005] Es ist allgemein anerkannt, dass die bakteriel-
len Endotoxine in der Blutbahn Monozyten aktivieren,
indem sie sich an einen Toll-artigen Rezeptor des Typs
4 binden und somit Signallbermittlungskaskaden einlei-
ten, welche zu Gentranscription und Proteintranslation
und zur Absonderung zahlreicher Entziindungsvermittler
fuhren (z.B. Cohen 2002). Zu den wichtigsten abgeson-
derten proinflammatorischen Zytokinmediatoren zahlen
TNF-o.und IL-1B. Diese Zytokine wirken auf verschiede-
ne Zielzellen, einschliellich Endothelzellen und Neutro-
phile. Als Ergebnis werden sowohl proinflammatorische
als auch prokoagulante Mechanismen erheblich ver-
starkt. Endothelzellen steigern z.B. die Expression ver-
schiedener Adhasionsmolekiile und chemisch anziehen-
der Molekile. Die aktivierten Neutrophile, die von der
Oberflache des Endothels angezogen werden, setzen
Proteasen und proinflammatorische Mediatoren frei und
férdern somit eine weitere Gefalverletzung.

[0006] Uberreichlicher Gewebefaktor (Gerinnungs-
faktor 1ll), der von verschiedenen Zellquellen,
einschliellich extravaskularer Quellen, stammt, wird bei
Fehlen einer ausreichenden Menge an aktiviertem Pro-
tein C in Thrombin umgewandelt, wodurch Blutgerin-
nungskaskaden eingeleitet werden. Protein C wird infol-
ge einer verminderten Thrombomodulin-Expression in
den Endothelzellen aufgrund der Wirkungen von TNF-a.
abgereichert. Die natlrlichen Antikoagulationsmecha-
nismen werden gestort, und die normalen fibrinolyti-
schen Mechanismen werden durch das Vorhandensein
hoher Spiegel von Plasminogenaktivatorinhibitoren
(PAI-1) gestort. AulRerdem wird das Komplement akti-
viert.

[0007] Die proinflammatorischen und prokoagulanten
Mechanismen tragen bekanntermafen zur Gewebeisch-
amie, zu Mikrothrombosen und zu einer verringerten
Sauerstoffsattigung des Gewebes bei, was zum Organ-
versagen fuhrt. Gleichzeitig oder als Reaktion auf die pro-
inflammatorische Phase kommt es zu einer Hochregu-
lierung/Aktivierung mehrerer entziindungshemmender
Mechanismen (z.B. IL-10), die in einer bestimmten Stufe
der Erkrankung vorherrschen kénnen (Hotchkiss und
Karl 2003). Einige Forscher nehmen an, dass eine (En-
dokrin-vermittelte) metabolische Hinunterregulierung
und eine verringerte Mitochondrienatmung zum fort-
schreitenden Organversagen beitragen (Annane et al.
2005, Cohen 2002, Hotchkiss und Karl 2003, Singer et
al. 2004).

[0008] Trotz eines besseren Verstéandnisses der pa-
thologischen Physiologie der Sepsis sind in den vergan-
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genen Jahren zahlreiche klinische Versuche hinsichtlich
neuer pharmazeutischer Produkte fehlgeschlagen. Bei-
spielsweise verringerten monoklonale anti-TNF-o-Anti-
korper, einschlieBlich muriner anti-TNF (Cohen et al.
1996, Abraham et al. 1998), muriner anti-TNF-o. F
(ab’),-Fragmente (Reinhart et al. 1996, Natanson et al.
1998) und humanisierter chimarer anti-TNF (Clark et al.
1998), TNF-o-Rezeptorfusionsproteine (Fisher et al.
1996) und IL-1ra (Fisher et al. 1994, Opal et al. 1997),
nicht die Morbiditat oder Mortalitat von lebensgefahrlich
an Sepsis erkrankten Patienten. Gleichermallen zeigten
Studien, bei denen unter Verwendung von Antithrombin
Il (ATII) (Warren et al. 2001) oder eines Tissue-Factor-
Pathway-Inhibitors (TFPI) (Abraham et al. 2003) auf das
Gerinnungssystem abgezielt wurde, keinen signifikanten
Vorteil.

[0009] Wie obenstehend erwéhnt, ist das aktivierte
Protein C (rAPC), die rekombinante Form eines natrli-
chen Antikoagulans, bisher das einzige neue pharma-
zeutische Produkt, das in einem kontrollierten klinischen
Phase lll-Versuch einen signifikanten Uberlebensvorteil
aufwies. Die absolute Verringerung der 28-Tage-Sterb-
lichkeitsrate betrug in der PROWESS-Studie 6,1%
(30,8% Placebo-Gruppe; 24,7% rAPC-Gruppe) (Bernard
et al. 2001). Einer der Nachteile besteht darin, dass es
zu einem gesteigerten Blutungsrisiko kommt, wie in der
PROWESS-Studie beschrieben. In anderen klinischen
Studien zeigte sich, dass eine aggressive Handhabung
einer hdmodynamischen Homdostase (Rivers et al.
2001), eine intensive Insulintherapie (Van den Berghe et
al. 2001) und Kortikosteroide in geringer Dosierung (An-
nane et al. 2002) bei einer Sepsis von Vorteil sind. Zu-
sammengenommen zeigen diese Daten, dass die Be-
handlungsoptionen bei lebensgefahrlich an Sepsis er-
krankten Patienten nach wie vor eingeschréankt sind.

Extrakorporale Blutreinigung unter Anwendung ei-
ner spezifischen Adsorption im Vergleich zum phar-
mazeutischen Therapieansatz

[0010] Extrakorporale Blutreinigungssysteme beru-
hen in der klinischen Anwendung derzeit auf der Tren-
nung von Blut in eine Zell- und eine Plasmafraktion ent-
weder mittels Zentrifugation oder mittels Hohlfaserfilter
in einem Kreislauf aul3erhalb des Korpers des Patienten.
Pathogene Faktoren werden durch das Binden an funk-
tionalisierte Polymertréger, die in Adsorptionssaulen zu-
rickgehalten werden, aus der Plasmafraktion entfernt,
und das gereinigte Plasma wird anschlieRend zusam-
men mit den Blutzellen dem Patienten wieder zugefiihrt.
[0011] Ein Hauptvorteil der spezifischen Adsorption
besteht darin, dass nur das Zielmolekil bzw. die Zielmo-
lekile adsorbiert wird bzw. werden und alle anderen Mo-
lekile, die nicht entfernt werden sollten, im Plasma ver-
bleiben, wodurch nachteilige Wirkungen der Therapie
minimal gehalten werden. Das auf Mikrokligelchen ba-
sierende Entgiftungssystem ("Microspheres-Based De-
toxification System": MDS; D. Falkenhagen, H. Schima,
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F. Loth: Arrangement for Removing Substances from Li-
quids, in particluar Blood. Europaisches Patent: 94 926
169.7; japanisches Patent Nr. 501083/97; U.S.-Patent:
5,855,782 / 5. Janner 1999; PCT EP/94/02644 (WO
95/04559)) ist ein zu herkdmmlichen Blutreinigungssy-
stemen alternativer Ansatz (Weber et al. 1994, Weber
und Falkenhagen 1996). In diesem Fall durchtrankt das
Plasma nicht eine Adsorptionssaule, sondern wird zu-
sammen mit spezifischen adsorbierenden Mikropartikeln
in der Filtratkammer des Moduls zirkulieren gelassen.
Die spezifischen adsorbierenden Mikropartikel (1-10 pm
im Durchmesser) ermdglichen die rasche Entfernung
von Zielsubstanzen. Die Hauptvorteile des MDS umfas-
sen (1) eine hohe Adsorptionsfahigkeit aufgrund des ho-
hen Oberflache-Volumen-Verhaltnisses der Partikel; (2)
eine ausgezeichnete Adsorptionskinetik aufgrund gerin-
ger Diffusionsdistanzen und (3) eine hohe Flexibilitat, da
das System fiir die Adsorption verschiedener Faktoren
verwendet werden kann, abhangig von der Spezifitat der
eingesetzten Adsorptionsmittel.

[0012] Da die meisten pathophysiologischen Mediato-
ren in einer Sepsis von ihrer Natur her pleiotrop sind, ist
es denkbar, dass ein Absenken der Konzentration eines
bestimmten Faktors im Blut bei der Therapie von Sepsis-
Patienten giinstig ist ("Peak-Cutting"). Eine vollstandige
Beseitigung oder Blockierung des Zielmolekuls in den
Koérpergeweben ist jedoch nicht wiinschenswert. TNF-o
und IL-6 sind Beispiele fur proinflammatorische Media-
toren, die fir ein zellulares Signalisieren unter bestimm-
ten Bedingungen (Abheilung, Rickgang einer Entzin-
dung) notwendig sein kénnten und daher nicht vollstan-
dig entfernt werden sollten (Arnett et al. 2003, Wistefeld
et al. 2003). Diesbezlglich ist es dulerst schwierig, eine
systemische Antikdrpertherapie (d.h. einen als Arznei-
mittel zugeflhrten Antikdrper) zu steuern, die fur den Pa-
tienten in der Tat schadlich sein kann, wenn die Konzen-
tration des Zielmolekdils in der Blutbahn und lokal in Ge-
weben zu gering wird (d.h. innerhalb des Verteilungsvo-
lumens des Arzneimittels).

[0013] Bei einer extrakorporalen Blutreinigungsthera-
pie kann die Blutkonzentration eines bestimmten Zielfak-
tors durch eine spezifische Adsorption genauer gesteu-
ert werden, da die Therapie sofort eingestellt werden
kann. Auflerdem erschopft eine extrakorporale Blutrei-
nigung nicht die lokalen Gewebespiegel des Zielfaktors,
welcher adsorbiert wird, und schafft somit einen Vorteil
gegenuber einer systemischen Arzneimittelverabrei-
chung.

[0014] Wie obenstehend erwéahnt, spielen Blutgerin-
nung und Zelladhasion bei der Pathogenese einer Sepsis
eine bedeutende Rolle. Es ist bekannt, dass das Freiset-
zen von Gewebefaktor (Faktor |IllI) infolge einer
GefaBverletzung den extrinsischen Weg einer Sepsis
einleitet, welche dann durch den intrinsischen Weg ver-
starkt wird (Cohen 2002, Price et al. 2004). AuRerdem
spielen mehrere Adhasionsmolekiile, z.B. I6sliche L-, P-
und E-Selektine, das interzellulare Adhasionsmolekdil-1
(sICAM-1), das vaskulare Zelladhasionsmolekiil-1 (sV-
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CAM-1), infolge von proinflammatorischen Reizen bei
der pathologischen Physiologie eine Rolle. Es zeigte
sich, dass zum Beispiel eine ICAM-Expression in
menschlichen Koronarendothelzellen durch aktiviertes
Protein C reduziert wird (Franscini et al. 2004). Folglich
ware bei der Behandlung von Sepsis-Patienten eine Ver-
ringerung der Gerinnung und Adhasion vorteilhaft.

Gas6/Tyro3-Signalisierung

[0015] Tyro3 (auch bekannt als Sky, Rse, Dtk, Etk, Brt
und Tif) gehort zu Rezeptortyrosinkinasen der Axl/Tyro3-
Unterfamilie. Der Rezeptor wird in verschiedenen Gewe-
be-/Zelltypen von Erwachsenen, einschlieflich des Ge-
faRsystems, Lymphsystems, Gehirns und der Hoden,
haufigzumindestin einem geringen Maf% exprimiert (Cro-
sier und Crosier 1997, Godowski et al. 1995, Nagata et
al. 1996). Bei der neuronalen Entwicklung (Lai et al.
1994) und bei der Immunregulierung (Lu und Lemke
2001) besitzt er bekanntermafen eine wichtige Funktion.
In seiner Plasmamembran-gebundenen Form enthalt
der vorhergesagte extrazelluldre N-Terminus zwei Im-
munglobulin-artige Bereiche (Ig-Bereiche), gefolgt von
zwei Fibronektin-Typ Ill-Wiederholungen. Nach dem
Transmembranbereich folgt ein zytoplasmatischer Tyro-
sinkinasebereich im C-Terminus des Proteins.

[0016] Es gibt Hinweise darauf, dass der Tyro3-Re-
zeptor an der Zelladhéasion beteiligt ist (Bellosta et al.
1995). Strukturelle Studien haben gezeigt, dass die ex-
trazelluldren Bereiche der Tyro3-Rezeptoren an der Bil-
dung von Homodimeren beteiligt sind, und zwar sogar
bei Fehlen von deren Gas6-Liganden (Heiring et al.
2004). Interessanterweise wird auf Basis einer bioinfor-
matischen Analyse hinsichtlich der Signalsequenz vor-
ausgesagt, dass Tyro3 im extrazelluldren Raum, ein-
schliellich des Blutes, auch in sekretierter [6slicher Form
zufindenist. Zusammenfassend ist zu sagen, dass meh-
rere Beweislinien darauf hindeuten, dass der Tyro3-Re-
zeptor zusatzlich zu seinen signalibermittelnden Funk-
tionen durch die Rezeptorkinase mit der Adhasion zu-
sammenhangende Funktionen aufweist.

[0017] Gas6, das Produkt des fir die Wachstumshem-
mung spezifischen Gens 6, wurde als bisher einziger Li-
gand fir den Tyro3-Rezeptor identifiziert. Gas6 besitzt
die héchste Sequenzhomologie (46%) zum Protein S,
einem Kofaktor des aktivierten Proteins C, welche beim
Abbau der prokoagulanten, aktivierten Faktoren V und
VIIl zusammenwirken (DiScipio et al. 1979, Walker et al.
1980, 1987, Manfioletti et al. 1993). Ahnlich wie das Pro-
tein S, das Protein C und die Gerinnungsfaktoren Il (Pro-
thrombin), VII (Prokonvertin), IX (Christmas-Faktor,
Plasma-Thromboplastin-Komponente) und X (Stuart-
Faktor) ist Gas6 ein Vitamin K-abhangiges Protein (Man-
fioletti et al. 1993). All diese Vitamin K-abhéngigen Pro-
teine enthalten die Aminosaure y-Carboxyglutaminséure
(Gla) und alle nehmen an Reaktionen, die Calcium er-
fordern, teil. Vitamin K ist beteiligt an der Umwandlung
von 10-12 Glutaminsaureresten in Vorlauferproteinen
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(z.B. Prothrombin-Voraufer) zu ihren aktiven Formen
(z.B. Prothrombin) durch Hinzufiigen von Kohlendioxid
(Carboxylierung). Dieses Hinzufligen erhoht die Affinitat
von Glutaminsaureresten hinsichtlich Calcium.

[0018] Eswurde nachgewiesen, dass der Gla-Bereich
von Gas6 die Verbindung des Proteins mit biologischen
Membranen ermdglicht (Nakano et al. 1997). Gas6 ist in
normalem Plasma in einem geringen Ausmaf (0,16-0,28
nM) vorhanden, und es wurde berichtet, dass die Kon-
zentration bei Patienten, die das orale gerinnungshem-
mende Warfarin erhielten, geringer war (Balogh et al.
2005).

[0019] Die Bindungsaffinitat von Gas6 an den Tyro3-
Rezeptor liegtim nanomolaren Bereich (2,9 nM) (Nagata
et al. 1996). Die Bindung von Gas6 an den Tyro3-Re-
zeptor leitet eine Phosphorylierung durch die Rezeptor-
tyrosinkinase und eine anschlieRende SignalUbermitt-
lung ein. Es zeigte sich, dass die Tyro3-Rezeptor-Akti-
vierung die Knochenresorption in Osteoklasten durch
MAPK-Mechanismen (Katagiri et al. 2001) und die en-
dokrine Differenzierung in Trophoblasten durch PI3-
K/akt-Mechanismen (Kamei et al. 2002) aktiviert. Bisher
sind die Informationen der Signaliibermittiungsmecha-
nismen des Gas6-Liganden/Tyro3-Rezeptorsinanderen
Zelltypen beschrankt.

[0020] Es wurde nachgewiesen, dass Gas6 die Blut-
plattchenaggregation und -sekretion verstarkt und die
Bildung stabiler Blutplattchen-Makroaggregate als Re-
aktion auf bekannte Agonisten (z.B. Thrombin) férdert.
Auferdem wurde an Knock-Out-Mausen nachgewiesen,
dass eine Inaktivierung des Gens bei Mausen eine Ve-
nen- und Arterienthrombose verhinderte und die Tiere
vor einer todlichen Kollagen/Epinephrin-induzierten
Thromboembolie ohne spontane Blutung schiitzte (An-
gelillo-Scherrer et al. 2001). In einer nachfolgenden Stu-
die schitzte das Ausschalten des Tyro3-Rezeptors bei
Mé&usen die Tiere vor einer lebensbedrohlichen Throm-
bose und beeintrachtigte aulRerdem die Stabilisierung
von Blutplattchenaggregaten (Angelillo-Scherrer et al.
2005).

[0021] Interessanterweise wurde berichtet, dass Gas6
auch die Expression des Gewebefaktors (Gerinnungs-
faktor Ill) in Endothelzellen reguliert. Angelillo-Scherrer
et al. (2005) kamen zu dem Schluss, dass Gas6, das
durch seine Rezeptoren (z.B. Tyro3) signalisiert, zu einer
Klasse von Molekiilen gehort, die bei einer Grundlinien-
Hamostase redundant sind, aber in pathologischen Zu-
stédnden ein wichtiges Amplifikationssystem bilden. Zu-
sammenfassend ist zu sagen, dass Gas6/Tyro3 bei der
prokoagulanten Aktivitat eine wichtige biologische Funk-
tion besitzen.

Komplementfaktor B

[0022] Mehrere Beweislinien weisen auf die Rolle des
Komplements bei einer Sepsis hin (Ward 2004, Gerard,
2003). Das Komplementsystem ist mit dem Gerinnungs-
system und dem fibrinolytischen System funktionell ver-
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knupft. In der Literatur finden sich fundierte Daten, die
das Erscheinungsbild von Komplementaktivierungspro-
dukten, insbesondere C3a und C5a, im Plasma von Sep-
sis-Patienten darstellen. Ein bestandiges Ansteigen die-
ser Anaphylatoxine scheint mit der Entwicklung eines
Multiorganversagens zusammenzuhéangen und steht mit
dem Uberleben in einer umgekehrten Beziehung (Nakae
et al., 1994). Hohe zirkulierende Spiegel von C5a beein-
flussen Neutrophile (Lahmung der neutrophilen Signali-
sierungswege, reduzierte Bildung von H,0,, stark ver-
ringerte phagozytische Fahigkeit), Phagozyten (gestei-
gerte Produktion von proinflammatorischen Mediatoren
wie z.B. TNF-a)) sowie Endothelzellen (gesteigerte Pro-
duktion von proinflammatorischen Mediatoren, Bildung
von Gewebefaktor).

[0023] Es zeigte sich, dass eine Anti-C5a-Behandlung
in Tiermodellen hinsichtlich einer Sepsis die Entwicklung
einer fehlerhaften Neutrophilenfunktion und eines Mul-
tiorganversagens verhindert (Huber-Lang et al. 2001).
Obwohl alle drei Wege, der klassische Weg, der Lektin-
weg und der alternative Weg, an einer polymikrobiellen
Sepsis beteiligt sein kdnnen (z.B. Celik et al., 2001), gibt
es einen wesentlichen Hinweis darauf, dass der alterna-
tive Komplementweg bei der Endotoxin-induzierten Sep-
sis eine wichtige Rolle spielt (Clardy 1994). Der alterna-
tive Weg erfiillt wichtige Funktionen beim Verstarken ei-
ner Opsonisierung und Chemotaxis (Walport, 2001).

Die drei Wege des Komplementsystems (von Wal-
port 2001)

[0024] Kurzgesagt, deralternative Weg wird nachdem
Binden des Faktors B an C3b zur Bildung von C3bB ak-
tiviert, welches anschliefend durch den Faktor D gespal-
tenwird, um den Alternativwegkomplex C3bBb zu bilden.
Der durch Properdin stabilisierte Monomerkomplex dient
als C3/C5-Konvertase von geringer Affinitat, welche in
erster Linie C3-Molekile zur Bildung neuer C3b-Moleku-
le spalten kann. Eine erhdhte Ablagerung von C3b zur
Bildung von [C3bBb(C3b),] an der Oberflache des Kom-
plementaktivators (z.B. Bakterienmaterial) beginstigt
die Anhaftung von C5 mit héherer Affinitdt, wobei die
C3/C5-Konvertase von geringer Affinitat in eine C5-Kon-
vertase von hoher Affinitdt umgewandelt wird (Rawal und
Pangburn, 2001). Dieses Enzym spaltet C5, um das Ana-
phylatoxin C5a und C5b zu bilden, welches die Mem-
branangriffskomplexbildung einleitet. Somit spielt der al-
ternative Weg bei der Amplifikation eine wichtige Rolle.
[0025] Normalerweise sind speziesspezifische Mem-
braninhibitoren fir Komplement vorhanden, wodurch die
Wirtszelloberflachen vor dem homologen Komplement
geschitzt werden (Okada et al., 1983; Lachmann 1991).
Eine Studie von Brodbeck et al. (2000) zeigte, dass eine
konzentrationsabhéngige kompetitive Beziehung zwi-
schen Faktor B (und D), welche das Zusammenfligen
des C3bBb-Komplexes férdern, und den Komplement-
regulatoren CD46 (Membran-Cofaktor-Protein, MCP)
und CD55 (zerfallsbeschleunigender Faktor, DAF), wel-
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che eine Wirtszellen-gebundene C3b-Spaltung zu inak-
tiviertem C3b durch den Faktor | férdern, besteht.
[0026] Diese Daten weisen auf die Wichtigkeit der
Konzentration des Faktors B in Bezug auf Komplement-
regulatoren hin. Eine gestérte Homdostase zwischen Ak-
tivatoren und Inhibitoren des Komplements an Wirtszell-
oberflachen kdnnte potentiell zu einer dramatischen Be-
schadigung des Wirts fiihren. In der Tat wurde nahege-
legt, dass die Bildung von C3-Konvertasen (C3bBb), die
sich an Wirtszellmembranen absetzen, an einem Endo-
toxinschock beteiligt sein kénnte (z.B. Mizuno et al.,
1999). Weiters wurde gezeigt, dass ein Endothelscha-
den mittels LPS durch Zytokine hervorgerufen werden
kann, was zur Freilegung der subendothelialen extrazel-
luldren Matrix (ECM) fihrt. Die ECM-Freilegung kann po-
tentiell eine Ablagerung von Komplementfaktoren bewir-
ken und somit zu einem Gefaldschaden bei einer Sepsis
und einem Multiorganversagen beitragen (Hindmarsh
und Marks, 1998).

[0027] Es wird angenommen, dass der Komplement-
faktor B des alternativen Weges hauptsachlich von der
Leber synthetisiert und sekretiert wird (Alper et al. 1980;
Morris et al., 1982). Es zeigte sich jedoch, dass er auch
von anderen Zelltypen, wie z.B. Monozyten/Phagozyten
(Laszlo et al., 1993), Fibroblasten (Katz et al., 1988) und
Endothelzellen (Ripoche et al., 1988), synthetisiert und
sekretiert wird. Die nicht zur Leber gehorigen Stellen,
d.h. insbesondere das Endothel besitzt aufgrund seiner
aulerst groflen Oberflache das Potential, erheblich zur
Faktor B-Sekretion beizutragen. Frihere Berichte zeig-
ten bereits, dass TNF-a allein sowie synergistisch mit
IFN-y (Kawakami et al., 1997; Vastag et al., 1998) und
IL-1a (Coulpier et al., 1995) die Sekretion von Faktor B
in menschlichen Nabelschnurendothelzellen (HUVECS)
und menschlichen Gehirnendothelzellen, die aus Mikro-
gefalen isoliert wurden, erhohte.

[0028] Interessanterweise wies eine jingste Studie
nach, dass die Promotorstelle des Faktor B-Gens eine
NF-xB cis-Bindungsstelle enthalt (Huang et al., 2002).
Eine Mutation des NF-kB-Elements schwéchte die Wir-
kung von TNF-o ab und verminderte die synergistischen
Wirkungen von TNF-o und IFN-y auf die Faktor B-Gen-
expression in murinen Phagozyten. Zusammenfassend
weisen diese Daten darauf hin, dass eine Faktor B-Ge-
nexpression durch einen NF-xB-vermittelten Mechanis-
mus und somit direkt durch TNF-o. geregelt wird, und
zwar auch in menschlichen Endothelzellen.

[0029] Daten aus unserem eigenen Labor, in dem wir
unter Verwendung von HUVEC ein experimentelles Sep-
sis-Modell errichteten, unterstiitzen diese Erkenntnisse.
Nach der Stimulierung von menschlichen monozytaren
THP-1-Zellen mit LPS (oder einem Vehikel als Kontrolle)
in Gegenwart von menschlichem Plasma der Gruppe AB
wurde das Medium gesammelt. AnschlieRend wurden
HUVECs dem geernteten Medium (ohne THP-1-Zellen)
ausgesetzt, und das Expressionsprofil von menschlichen
10K-Genen wurde sowohl bei THP-1-Zellen als auch bei
HUVECs in drei unabhangigen Mikroarray-Versuchen
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untersucht. In diesen Versuchen wurden mehrere be-
kannte Faktoren durch LPS (z.B. TNF-q, IL-1B, IL-8 in
THP-1-Zellen und IL-1q, IL-6, IL-8, TLR-2, SOD2 in HU-
VECs) hochreguliert, wodurch die Zuversicht geschaffen
wurde, dass die Versuchsbedingungen gultig sind. Unter
den hochregulierten Genen wurde die mRNA flr Tyro3
verglichen mit der Kontrolle in allen drei Versuchen in
THP-1-Zellen und HUVECSs bestandig induziert. Die mR-
NA flr Faktor B wurde verglichen mit der Kontrolle in
allen drei Versuchen in HUVECs bestandig induziert.
[0030] Es wird angenommen, dass unter den Bedin-
gungen einer gramnegativen Sepsis LPS zusammen mit
TNF-o.und anderen sekretierten Zytokinen und Faktoren
in der Blutbahn eine systemische Hochregulierung der
Tyro3/Gas6-Signalisierung und Komplementfaktor B-
Aktivitat bewirken kann. Eine Entfernung von tiberschiis-
sigem I6slichem Tyro3/Gas6 ist bei der Verringerung der
prokoagulanten Aktivitdt méglicherweise von Vorteil. Ei-
ne Absenkung der Konzentration an Komplementfaktor
B, jedoch nicht eine vollstandige Neutralisierung, kann
fur die Patienten ebenfalls vorteilhaft sein, wie obenste-
hend beschrieben. Der letztere Ansatz lasst den klassi-
schen Weg und den Mannose-bindenden Lektinweg des
Komplements intakt, was fur die Verteidigung des Wirts
entscheidend ist.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0031] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung be-
stehtdaherin der Bereitstellung eines Systems, das eine
Verringerung der obenstehend erwéhnten wichtigen
Faktoren bei der Pathogenese einer schweren Sepsis
und eines septischen Schocks, namlich von Tyro3-Re-
zeptorprotein, Gas6-Protein und Komplementfaktor B,
im Blutplasma ermdglicht.

[0032] Diese Aufgabe wird durch ein extrakorporales
Blut- oder Plasmareinigungssystem erfillt, umfassend
ein fir das Tyro3-Rezeptorprotein spezifisches Adsorp-
tionsmittel und/oder ein fiir das Gas6-Protein spezifi-
sches Adsorptionsmittel und/oder ein fir Komplement-
faktor B spezifisches Adsorptionsmittel.

[0033] Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des Reini-
gungssystems ist dadurch gekennzeichnet, dass das fiir
das Tyro3-Rezeptorprotein spezifische Adsorptionsmit-
tel eine Funktionalitat, ausgewahlt aus der Gruppe, um-
fassend einen polyklonalen Antikérper gegen Tyro3, ei-
nen monoklonalen Antikérper gegen Tyro3, ein mono-
klonales Antikdrperfragment gegen Tyro3 und ein spe-
zifisch an Tyro3 bindendes Peptid, umfasst.

[0034] Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform ist
dadurch gekennzeichnet, dass das fiir das Gas6-Protein
spezifische Adsorptionsmittel eine Funktionalitat, ausge-
wahltaus der Gruppe, umfassend einen polyklonalen An-
tikdrper gegen Gas6, einen monoklonalen Antikérper ge-
gen Gas6, ein monoklonales Antikdrperfragment gegen
Gas6 und ein spezifisch an Gas6 bindendes Peptid, um-
fasst.

[0035] Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform ist
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dadurch gekennzeichnet, dass das fiir den Komplement-
faktor B spezifische Adsorptionsmittel eine Funktionali-
tat, ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend einen poly-
klonalen Antikérper gegen Komplementfaktor B, einen
monoklonalen Antikdrper gegen Komplementfaktor B,
ein monoklonales Antikdrperfragment gegen Komple-
mentfaktor B und ein spezifisch an Komplementfaktor B
bindendes Peptid, umfasst.

[0036] Gemal einer weiteren Ausflihrungsform wird
das Adsorptionsmittel auf einem festen Trager, vorzugs-
weise auf wasserunloslichen Tragerpartikeln, immobili-
siert.

[0037] Geeigneterweise werden die Tragerpartikel zur
Immobilisierung des Adsorptionsmittels vorzugsweise
mit Natriummetaperiodat, Epichlorhydrin oder Butandiol-
diglycidylether aktiviert.

[0038] Vorzugsweise sind die Tragerpartikel Cellulo-
se-Mikrokugelchen.

[0039] GemaR einem weiteren Aspekt der Erfindung
wird das erfinderische extrakorporale Blut- oder Plas-
mareinigungssystem zum Absenken der Konzentration
an Tyro3-Rezeptorprotein und/oder Gas6-Protein und/
oder Komplementfaktor Bim Plasma von an einer schwe-
ren Sepsis oder einem septischen Schock leidenden Per-
sonen verwendet.

[0040] Die Erfindung stellt weiters adsorbierende Par-
tikel zur Verwendung in einem extrakorporalen Blut- oder
Plasmareinigungssystem bereit, umfassend ein fir das
Tyro3-Rezeptorprotein spezifisches Adsorptionsmittel
und/oder ein fiir das Gas6-Protein spezifisches Adsorp-
tionsmittel und/oder ein fir Komplementfaktor B spezifi-
sches Adsorptionsmittel.

[0041] Vorzugsweise umfasst das Adsorptionsmittel
eine Funktionalitat, ausgewahlt aus der Gruppe, umfas-
send einen polyklonalen Antikdrper, einen monoklonalen
Antikdrper, ein monoklonales Antikdrperfragment gegen
Tyro3, Gas6 oder Komplementfaktor B und ein spezifisch
an Tyro3, Gas6 oder Komplementfaktor B bindendes
Peptid.

Modulation (Absenkung) der Tyro3- und/oder Gasé6-
und|/oder Komplementfaktor B-Konzentration im
Plasma unter Verwendung einer spezifischen Ad-
sorption

[0042] In unseren Studien entwickelten wir eine ein-
zigartige, auf einer Zellkultur basierende Versuchsanord-
nung zur Untersuchung der pathophysiologischen Me-
chanismen einer gramnegativen Sepsis. In diesen Zell-
kulturstudien konzentrierten wir uns auf die Funktion der
Monozyten und Endothelzellen bei der Endotoxin-indu-
zierten Aktivierung. Wir optimierten die Zellkulturbedin-
gungen, so dass diese in vivo-Bedingungen simulierten.
Dies wird durch die Tatsache bewiesen, dass mehrere
wohlbekannte Kennzeichen einer Sepsis im Zellkultur-
system nachgewiesen wurden. In diesen Studien haben
wir festgestellt, dass die Transcription von Tyro3-Rezep-
torkinase nach dem Aussetzen an Endotoxin sowohl in
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monozytdren THP-1- als auch in menschlichen Endo-
thelzellen gesteigert wird. GleichermalRen wurde mRNA
fur den Faktor B in menschlichen Endothelzellen indu-
Ziert.

[0043] Da nachgewiesen wurde, dass der Rezeptor
Tyro3 und sein Ligand Gas6 prokoagulante Eigenschaf-
ten und Adhasionsmolekiileigenschaften (siehe oben-
stehende Literaturreferenzen) aufweisen, wird der
Schluss gezogen, dass der Rezeptor bei der pathologi-
schen Physiologie einer Endotoxin-induzierten Sepsis
eine Rolle spielt. Somit besteht eine starke Veranlas-
sung, die Plasmakonzentration von I6slichem Tyro3 und/
oder Gas6 zu modulieren (abzusenken), wobei bei einer
extrakorporalen Blutreinigung beim Plasma von Patien-
ten, die an einer Endotoxin-induzierten schweren Sepsis
oder an einem Endotoxin-induzierten septischen Schock
leiden, eine spezifische Adsorption angewandt wird.
[0044] Da der Komplementfaktor B ein Hauptfaktor
des alternativen Weges ist, welcher an der Verstarkung
der Komplementaktivitat beteiligtist, besteht gleicherma-
Ren eine starke Veranlassung, die Plasmakonzentration
an Komplementfaktor B unter &hnlichen Bedingungen zu
modulieren (abzusenken).

BEISPIELE
Adsorptionsmittel
[0045]

- Bildung eines spezifischen Adsorptionsmittels unter
Verwendung eines polyklonalen Antikérpers gegen
Tyro3 oder Gas6 oder Komplementfaktor B

- Bildung eines spezifischen Adsorptionsmittels unter
Verwendung eines monoklonalen Antikérpers ge-
gen Tyro3 oder Gas6 oder Komplementfaktor B

- Bildung eines spezifischen Adsorptionsmittels unter
Verwendung eines monoklonalen Antikorperfrag-
ments gegen Tyro3 oder Gas6 oder Komplement-
faktor B

- Bildung eines spezifischen Adsorptionsmittels unter
Verwendung eines spezifisch an Tyro3 oder Gas6
oder Komplementfaktor B bindenden Peptids

System
[0046]

- Verwendung von spezifischen Adsorptionsmitteln in
einer extrakorporalen Blutreinigungssituation

- Verfahren zur Anwendung einer spezifischen Ad-
sorption von Gas6 und/oder Tyro3 und/oder Kom-
plementfaktor B zur Behandlung von schwerer Sep-
sis und septischem Schock

[0047] Spezifische Adsorptionsmittel fir Gas6 oder
Tyro3 oder Komplementfaktor B kdnnen durch Funktio-
nalisierung geeigneter wasserunldslicher Tragerpartikel
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mit Liganden, wie z.B. poly- oder monoklonalen Antikor-
pern, rekombinanten menschlichen Antikérperfragmen-
ten oder Peptiden, hergestellt werden. Eine Aktivierung
der Partikel fir die Immobilisierung funktioneller Ligan-
den (Antikorper, Antikérperfragmente oder Peptide)
kann in verschiedender Weise bewerkstelligt werden,
z.B. mit (1) Natriummetaperiodat, (2) Epichlorhydrin oder
(3) Butandioldiglycidylether.

[0048] Adsorptionsmittel sollten die folgenden Kriteri-
en erfillen:

1) spezifische Bindung der Zielmolekile (Tyro3,
Gas6, Komplementfaktor B)

2) ausreichende Bindungskapazitat

3) chemische Stabilitat, d.h. kein Austreten funktio-
neller Liganden

4) mechanische Stabilitat

5) Biokompatibilitat

Beispiel 1

[0049] In einem Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung
sind die Tragerpartikel Cellulose-Mikrokugelchen (Gro-
Renverteilung: 1 - 20 wm). Die Partikel werden mit Na-
triummetaperiodat aktiviert. Typische Aktivierungsgrade
(Anteil an Dialdehydgruppen) liegen im Bereich von 300
bis 360 wmol pro Gramm Trockensubstanz. Poly- oder
monoklonale Antikérper gegen Tyro3 und/oder Gas6
und/oder Komplementfaktor B werden tber primére Ami-
nogruppen (d.h. in Zufallsanordnung) an den aktivierten
Partikeln immobilisiert. Der Uberschuss an aktivierten
Gruppen wird mit einer Substanz gesattigt, die primare
Aminogruppen enthélt, z.B. Ethanolamin.

Beispiel 2

[0050] In einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel der Er-
findung umfasst das extrakorporale Blut- oder Plasmar-
einigungssystem Tragerpartikel, wie in Beispiel 1 be-
schrieben, welche mit Epichlorhydrin und Iminodiessig-
saure aktiviert werden (Weber et al. 2005). Rekombinan-
te menschliche Antikérperfragmente, die eine C-termi-
nale Hexahistidin-Markierung umfassen, werden an den
aktivierten Cellulose-Mikrokligelchen immobilisiert. Auf-
grund der Wechselwirkung der Histidin-Markierung mit
den Chelatgruppen des Tragers werden die Antikdrper-
fragmente mit der antigenbindenden Stelle nach auf3en
ausgerichtet. Die rekombinanten menschlichen Fab-
Fragmente gegen Gas6 oder Tyro3 oder Komplement-
faktor B kdnnen unter Anwendung der Phagendarstel-
lungstechnologie hergestellt werden.

[0051] Einzelne Kettenfragmente, die flir Gas6 oder
Tyro3 oder Komplementfaktor B spezifisch sind, werden
aus Antikorperbibliotheken ausgewahlt, und zwar durch
eine Reihe von Verschiebungsrunden gegen rekombi-
nantes Gas6 oder Tyro3 oder Komplementfaktor B unter
Anwendung von Standardprotokollen. Einzelne Ketten-
fragmente werden in Fab-Fragmente umgewandelt, in-
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dem konstante menschliche Kappa- und menschliche
IgG, CH1-Bereiche mit liberlappender PCR kloniert wer-
den. Zur gerichteten Kopplung der Fragmente wird in den
C-Terminus der schweren Kette eine Hexahistidin-Mar-
kierung eingebracht.

Beispiel 3

[0052] In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel der Er-
findung werden Trégerpartikel, wie in Beispiel 1 beschrie-
ben, mit Natriummetaperiodat aktiviert. Typische Aktivie-
rungsgrade (Anteil an Dialdehydgruppen) liegen im Be-
reich von 300 bis 360 wmol pro Gramm Trockensub-
stanz. Fur Tyro3 oder Gas6 oder Komplementfaktor B
spezifische Peptide werden kovalent an die Partikel ge-
bunden. Fir Gas6 oder Tyro3 oder Komplementfaktor B
spezifische Peptide kénnen unter Anwendung von Stan-
dardprotokollen aus Peptidbibliotheken isoliert werden.
[0053] Die Bestimmung der Affinitat von Liganden und
die Abschatzung der Adsorptionskapazitat werden unter
Anwendung von Standardverfahren durchgefihrt.
[0054] Die erfindungsgemalen spezifischen adsor-
bierenden Partikel kbnnen in einem extrakorporalen Blut-
reinigungssystem, wie z.B. dem auf Mikrokugelchen ba-
sierenden Entgiftungsystem, verwendet werden (MDS,
D. Falkenhagen, H. Schima, F. Loth: Arrangement for
Removing Substances from Liquids, in particluar Blood.
Europaisches Patent: 94 926 169.7; Japanisches Patent
Nr. 501083/97; U.S.-Patent: 5,855,782 / 5. Janner 1999;
PCT EP/94/02644 (WO 95/04559)) (Weber et al. 1994,
Weber und Falkenhagen 1996).

Angefiihrte Patentreferenzen

[0055] MDS: D. Falkenhagen, H. Schima, F. Loth: Ar-
rangement for Removing Substances from Liquids, in
particluar Blood. Europaisches Patent: 94 926 169.7; Ja-
panisches Patent Nr. 501083/97; U.S.-Patent: 5,855,782
/5. Janner 1999; PCT EP/94/02644 (WO 95/04559))
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Patentanspriiche

1.

Extrakorporales Blut- oder Plasmareinigungssy-
stem, umfassend ein fir das Tyro3-Rezeptorprotein
spezifisches Adsorptionsmittel und/oder ein fir das
Gas6-Protein spezifisches Adsorptionsmittel und/
oder ein fir Komplementfaktor B spezifisches Ad-
sorptionsmittel.

System gemaR Anspruch 1, wobei das fur das Tyro3-
Rezeptorprotein spezifische Adsorptionsmittel eine
Funktionalitat, ausgewahlt aus der Gruppe, umfas-
send einen polyklonalen Antikdrper gegen Tyro3, ei-
nen monoklonalen Antikdrper gegen Tyro3, ein mo-
noklonales Antikérperfragment gegen Tyro3 und ein
spezifisch an Tyro3 bindendes Peptid, umfasst.

System gemal Anspruch 1 oder 2, wobei das fir
das Gas6-Protein spezifische Adsorptionsmittel ei-
ne Funktionalitdt, ausgewahlt aus der Gruppe, um-
fassend einen polyklonalen Antikdrper gegen Gas6,
einen monoklonalen Antikérper gegen Gas6, ein
monoklonales Antikdrperfragment gegen Gas6 und
ein spezifisch an Gas6 bindendes Peptid, umfasst.

System gemal einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei
das fiir den Komplementfaktor B spezifische Adsorp-
tionsmittel eine Funktionalitat, ausgewahlt aus der
Gruppe, umfassend einen polyklonalen Antikérper
gegen Komplementfaktor B, einen monoklonalen
Antikérper gegen Komplementfaktor B, ein mono-
klonales Antikérperfragment gegen Komplement-
faktor B und ein spezifisch an Komplementfaktor B
bindendes Peptid, umfasst.

System gemal einem der Anspriche 1 bis 4, wobei
das Adsorptionsmittel auf einem festen Trager, vor-



10.

21 EP 1779 926 A2

zugsweise auf wasserunldslichen Tragerpartikeln,
immobilisiert wird.

System gemaf Anspruch 5, wobei die Tragerpartikel
zur Immobilisierung des Adsorptionsmittels, vor-
zugsweise mit Natriummetaperiodat, Epichlorhydrin
oder Butandioldiglycidylether, aktiviert werden.

System gemaf Anspruch 5, wobei die Tragerpartikel
Cellulose-Mikrokugelchen sind.

Verwendung des Systems gemal einem der An-
spruche 1 bis 7 zum Absenken der Konzentration an
Tyro3-Rezeptorprotein und/oder Gas6-Protein und/
oder Komplementfaktor B im Plasma von an einer
schweren Sepsis oder einem septischen Schock lei-
denden Personen.

Adsorbierende Partikel zur Verwendung in einem
extrakorporalen Blut- oder Plasmareinigungssy-
stem, umfassend ein fur das Tyro3-Rezeptorprotein
spezifisches Adsorptionsmittel und/oder ein fir das
Gas6-Protein spezifisches Adsorptionsmittel und/
oder ein flir Komplementfaktor B spezifisches Ad-
sorptionsmittel.

Adsorbierende Partikel gemafl Anspruch 9, wobei
das Adsorptionsmittel eine Funktionalitat, ausge-
wahlt aus der Gruppe, umfassend einen polyklona-
len Antikérper, einen monoklonalen Antikdrper, ein
monoklonales Antikdrperfragment gegen Tyro3,
Gas6 oder Komplementfaktor B und ein spezifisch
an Tyro3, Gas6 oder Komplementfaktor B binden-
des Peptid, umfasst.
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